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Changes in Proteins Forming the Vitelline Membrane Inner Layer 
       during the Ovum Maturation in the Hen Ovary
Yasuyo Hashimoto and Shoko Kido
  To clarify the formation of the vitelline membrane, we investigated changes in the proteins 
constituting the inner layer of the vitelline membrane during the ovum maturation in the hen ovary. 
The vitelline membranes were isolated from yellow yolk follicles at the different growth stages, 
identified as F1 to  F8, and their protein compositions were examined by SDS-PAGE in both the 
presence and the absence of reducing agent. One of the major glycoproteins found in the matured 
ovum, GP- I , appears to exist as monomer from the early stage of the yolk deposition (F1). The 
other glycoprotein, GP- II , appears as protomer of its precursor with higher molecular weight at 
slightly later stage (F3) and appears to be converted into the homodimeric form at later stages (F7 
----F8). Staining the gel for the carbohydrate moiety supports this notion. The GP- I fraction pre-
pared from the vitelline membrane of the completed eggs was separated into two components, GP-
Ia and GP- Ib, based on the pH dependence in their solubility. They have similar molecular 
weights but different elution volumes in cation-exchange chromatography. A similar but different 
heterogeneity in the GP- I fraction prepared from the follicle vitelline membrane was identified. 
These results indicate that proteins constituting the vitelline membrane, at least GP- I and GP- II , 
are processed to a great extent during the ovum maturation as well as after the ovulation.
 ニワ トリ卵の卵黄 を包む半透 明な卵黄膜(vitel-
line membrane)は,卵 黄 と卵 白を仕切る膜 として
の物理的な役割1-4)を 果たすだけでな く,胚 の発生
に重要 な栄養の運搬や受精の際の精子の認識5-8),
多受精防止9・10)など,生 理的に重要な役割を担 って
いる。 しか し,こ れ らの作用機構については不明な
部分が多 く,卵 黄膜タンパク質の詳細な合成過程に
ついてもわかっていない。
 放卵後の卵黄膜 は,形 態および成分の異なる二層
か らなる。卵黄に接す る卵黄膜 内層(内 層:inner
membrane)は 排卵前の卵巣で形成 され,卵 白に接





を形成 しているのに対 し,外 層は微細な繊維が二次
元的格子構造を形成 し,そ れがさらに重層 した構造
を とり,厚 さは ともに約4μmで ある4,12)0
 内層は,4種 類 の糖 タンパ ク質(glycoproteins,
GP;GP-1,GP-11, GP¶, GP-N)か ら構成され
てお り,そ の約80%をGP-1(分 子量32 kDa)と




るGP-1は,排 卵後の卵管 漏斗部 で特異的に プロ
セシングを受けて低分子化 されることが明らかにさ
れてい る16)0ま た,同 時に一 部の糖鎖 も欠落す るこ
とが示唆されてお り16),内層 の受精機能との関わ り


































径 10mm以上に成長すると黄色卵黄を蓄積し， 7 


























































































ロマトグラフィ一(1.6 x 16. 0 cm)を行なった。
0.07MBRB， pH2で平衡化を行ない，タンパク質
濃度を 80μg/ml"こ調製した試料を吸着させた後，
BRBのイオン強度を 0.116M， 0.125 M， 0.25 M 





























ぞれの平均値を表 1 に示した。また，排卵 7~8 日
前よりもさらに小さい白色卵胞を F。として示した
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図1 産卵鶏の卵巣とその卵胞試料の区分および卵胞卵黄膜内層の分離
A. 産卵鶏の卵巣。矢印は排卵前の最大卵胞を示す。
B. 産卵鶏の卵巣から摘出した卵胞の試料区分。卵胞 Foは白色卵胞， Fl~Fs は表 1 に示した排卵か
ら約 1週間前の成熟過程にある黄色卵胞を示す。


































































GP-1 はF1から F2(排卵 5~8 日前)にかけて合
が約 lμg/μ!となるように， 1 % SDS溶液を添加
して室温下で約15時間激しく撹枠溶解し，高速遠心
して得られた上清を電気泳動の試料とした。各試料














F1 F2 F3 F4 Fs F6 F7 F8 01 
卵成熟過程に伴う卵胞卵黄膜の SDS-電気泳動パターン
卵胞 Fj'-"Fsから分離した卵黄膜を 1% SDS溶液を用いて溶解した試料を，還元剤非存在下 (A)お
よび存在下 (B)でSDS-電気泳動を行ない，タンパク質を CBB，糖を PASで染色した。 PAS染色
の F1"-'F3は染色され難かったため，ここでは省いた。 01とO2は，卵管卵黄膜と放卵卵黄膜の泳動
パターンである。 CBBとPAS染色のために，各タンパク質を 5μgと20μg相当量に調製し， 5 ~20 
%グラジェントポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行なった。 GP-llは還元剤存在下ではサ
ブ、ユニットに分離し分子量が 1/2の均一な単量体GP-II'になる13.15)0 CBB 染色のバンド 1~3 は
卵黄膜外層タンパク質の VMO・1，リゾチームおよびVMO・Eを示す。 X1とX2は GP-IIの前駆体と
思われる糖タンパク質を示す。




卵 4~5 目前)から Fs (排卵当日)の成熟してい
く過程では，ほぼ同じ構成割合の GP-1が存在し
ていることを確認した。一方， GP-Iは F3(排卵 4
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可溶化した外層タンパク質 (S)と不溶膜画分(I)を示す。 pH2 (BRB)は， O. 2 M BRB， pH 2 
に15時間浸漬することで可溶化した内層タンパク質 (S)と不溶膜画分(I)を示す。 pH8 (BRB) 








膜内層の FIから F3については GP-1とGP-IIの
含有量が少なく，糖の検出が困難であったため，こ































(vitel1ine membrane outer 1ayer protein-I)， VMO・I


















溶 媒 GP-1 GP-II 
0.2 M BRB* (pH 2) 30 100 
• 0.05 M リン酸溶液 (pH2) n.d.** 90 
• 0.04 Mホウ酸溶液 n.d.** 。
• 0.04 Mホウ酸溶液一酢酸***(pH 2) n.d.** 60 
• 0.04 M リン酸溶液-酢酸***(pH 2) n.d.** 95 
70%フェノール溶液-20%酢酸溶液 (pH1) 30 100 
90%ギ酸溶液 50 35 
90%ギ酸溶液-0.01M食塩溶液 (pH5.4) 。 65 
80%酢酸溶液 25 65 
33%ピリジン溶液一酢酸***(pH 5.6) 30 35 
0.01 N塩酸溶液 (pH2) 。 。
ホルマリン***-0.01N塩酸溶液(1:1) 30 65 






SDS-電気泳動の結果より， BRB， pH2で GP-1 
の一部と全ての GP-lIが遊離の状態で溶出した。
しかし， BRB以外の溶媒では GP-1とGP-lIの状









調べた。その結果， pH 3.5以上では GP-1および





GP-1が溶出する条件を調べた。 0.2M BRB， pH 2 
に15時間浸漬した膜を同 BRBでリンスし，新たに
O. 2 M BRB， pH 3から pH8に浸漬してみた(図
4， B)。その結果，残りの GP-1は pHが5以上
になると徐々に溶出し， pH8で全て溶出すること
がわかった(図 3，pH 8の S)。つまり，放卵卵黄
膜の GP-1には， pH2に溶出する分子種と pH8
に溶出する分子種が存在し， GP-1の不均一性が明
らかとなった。そこで， BRB， pH2に溶出する























































A. 放卵卵黄膜を 0.2M BRB， pH 2"'pH 8 
に15時間浸潰し，溶出した内層タンパグ
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図5 卵胞卵黄膜内層の BRB，pH 2浸漬による膜構造への影響および卵胞卵黄膜タンパク質の溶解性
A. BRB， pH2浸漬による卵胞卵黄膜の膜構造に与える影響。写真 1の左は，卵管卵黄膜 (0，)を示
す。この時点の膜には既に外層が形成されている。写真 lの右は，最大卵胞 (F8)から分離した
卵胞卵黄膜を示す。写真 2'"'-5は最大卵胞 (F8) の卵黄膜を O.2 M BRB， pH 2に浸漬した直後
と浸漬2分，浸漬10分および浸漬30分後の膜の状態を示す。
B. BRB， pH 2浸漬により可溶化した卵胞卵黄膜タンパグ質の SDS-電気泳動パターン。卵胞F8の
卵黄膜の SDS可溶画分(1 )，膜を BRB，pH 2に浸漬して10分後と15時間後の BRB可溶画分










浸漬では GP陣 Iのみが溶出され， GP-1Iは溶出され
なかった(図 5，Bの2)0 15時間後には， GP-1 
とGP-1Iがともに溶出されていた(図5，Bの3)。










卵胞卵黄膜から最初に溶出した GP-1 は， GP-Ia 
に相当する可能性が大きし、。卵胞卵黄膜は，外観上



























ように 0.2M BRB， pH 2に15時間浸潰して得られ
た pH2に可溶性の GP-Ia画分と， pH2に浸漬後
の膜を新たに pH8 Vこ浸潰して溶出した GP-Ib画
分をそれぞれ試料とし， CMー トヨパール 650Mカ
ラムクロマトグラフィーにかけた。タンパグ質の溶
出は， BRBのイオン強度を 0.116M，0.125M， 





ように 0.125M， 0.25 M および O.4Mで溶出する
3つのピークが確認された。ピーク1， 2および3
を SDS-電気泳動にかけた結果， 0.125 M のピー











図6の Bの実験で O.4 M BRB， pH 2後に 0.2M
BRB， pH 8で、の溶出を試みたが，溶出するタンパ
ク質は存在しなかった。以上の結果から，放卵卵黄
























7， Cの2b)o 0.4Mのピーク 3aでも GP-llが
溶出していた(図 7，Cの3a)。さらに興味深い
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グ質の溶出パターン (A)とpH2に浸漬後の膜をさらに BRB，pH 8に浸漬して得られた可溶画分の
タンパク質の溶出パターン (B) を示す。また，産卵鶏 3 羽分の卵胞 F4~れから分離した卵胞卵黄膜
内層を BRB，pH 2に浸潰して得られた可溶画分のタンパク質の溶出パターン (C)を示す。 0.07M
BRB， pH2で平衡化を行ない，試料を吸着後，破線に示すように BRB，pH 2のイオン強度を順次
0.116 M， 0.125 M， 0.25 M および 0.4Mに変更し 280nmのuvモニターを用いて溶出パターン
を得た。 0.125M で、得られたピークを 1，0.25Mで得られたピークを 2，0.4Mで得られたピーク
を3として示した。なお， Cについては， AとBの溶出パターンと比較すると不均一であったため，
ピークを a と b に分けて分析した。 A~C の溶出パターンは，各試料を 0.07M BRB， pH 2で透析後，
タンパク質濃度を 80μg/mlに調製してカラムにアプライし，流速 80ml/hr，分画容量 4mlの同条件
下で行ない，得られたものである。
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図7 放卵卵黄膜および卵胞卵黄膜から分離したタンパク質の SDS-電気泳動パターン
図6のA，，-，Cのイオン交換クロマトグラフィーで溶出した内層タンパク質を還元剤非存在下でSDS-
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